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第1章 緒論
今 日,医 学 ・薬学 の広 い分野 にお いて各 種疾 患 の治療 に酵素 の触 媒活性 が利用 されてお り,酵 素療法 と
呼ばれ優 れた治療成果を挙 げてい る。 癌の化学療法 の分野 にお いて も,ア ミノ酸分解性酵素 による酵素療
法 が癌細胞 の栄養要求性 に基 づ くユニー クな治 療法 と して期待 されて いる。 しか し,現 在 に至 るまで癌治
療 の臨床応用 に成功 しているア ミノ酸分解性酵素 は大 腸菌 由来のL一アスパ ラギ ナ ーゼの みで あ り,し か
も,そ の適応 は一部 の リンパ性 白血病 や悪性 リンパ腫 な どに限 られて いる。
アルギニ ンデイ ミナーゼ(以 下AD:EC3.5.3」6)『は,癌 細胞 の増殖 に必須 なア ミノ酸 であ るL一アル ギ
ニ ンをL一シ トル リンとア ンモニアに加水分解 す る酵素 であ り,シ ュー ドモナス,ス トレプ トコ ッカ ス,
マイ コプ ラズマ等 の微生物 に存在す ることが知 られてい る。 しか し,そ の酵素学 的性質 お よび抗腫瘍 活性
にっ いて は ほ とん ど報 告 されて いな い。 本論 文 は,マ イ コプ ラズ マ ・ア ル ギ ニ ー 二(吻copZαS肌α
αrg`η`π`)由来ADの 抗腫瘍酵素 として の諸性質,加 厩roお よび`πび`ひoにお ける抗腫瘍活 性,増 殖 阻
害の作 用機構 およびその応 用研究 の結果 をま とめた もので ある。
第2章 精製 および同定
著者 らの研究 グル ープは,非 免 疫系 の増殖阻害因子 に関す る研究 を通 し,ラ ッ トの悪 性 形質転 換 細胞
耳SV-BRLの培養上清 に強 い増殖阻害活性 が存在 す ることを見 出 して きた。 本研 究 に おい て は,そ こか
ら2種 の増殖 阻害 因子(GI-1およびG工』)を 精製 す るこ'とに成功 した。GI-1は不活 性 な高分 子複 合
体 として培養液 中に存在 す るが,酸 処理 によって分子量25kDa,等電 点9.2の活性 体 に変換 され る タ ン
パ ク質 であ り,そ の増殖阻害活 性 は還元剤 によ り失活 した。一方,GL■ は分 子量90kDa,等 電 点4.7の
タ ンパ ク質 であ り,培 養液 中に活性型 で存在 し,還 元剤 に は安 定 で あ るが酸 処理 に よ り失活 した。N末
端 ア ミノ酸配列解析 の結果,GI-1は癌細胞 が分泌 す る生理活性物質 であるTGF一βと同定 されたが,GI一
■のN末 端 ア ミノ酸配列 とホモ ロジーを有 す るポ リペプチ ドは報告 されていなか った。 そ こで,GI-11の
本態 を究明す る ことを目的 に研究 を進 めた結果,GL■ は癌 細胞 に感 染 して いた マイ コプ ラズ マ由来 の'
ADで あ ると同定 された。
TGF一βの制癌活性 に関す る研究 はすで に数多 くなされてお り,'`π読roに おいて はあ る程度 の増 殖 阻 、
害活性 を示 すが,加o`ooにおいては抗腫瘍活性 を示 さない と考 え られてい る。 一 方,ADの 酵素 学 的性
質 および抗腫瘍活 性 に関す る研究 はほとん ど報告 されて いな い。
第3章 ∠π「碗roに お ける増殖 阻害活性
各種 の ヒ ト培養癌細胞株 を用 いてマイ コプラズマ由来AD(GI-1)の`πoあroにおけ る細胞 増 殖阻 害
活性 を検討 した。 その結果,ADは5-10ng/mlの低濃度で各種癌細胞 の増殖 を阻害 し,特 に肝癌細胞HLE,
口腔扁平癌細胞CaSki,悪性黒 色腫細 胞VMRCの 増殖を強 く阻害(IC,。<5ng/m1)する ことが明 らか に
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なった。・
次 に,マ イコプラズ マ由来ADの 尻 臨roに お け る増 殖 阻害活 性 を他 の2種 のア ミノ酸分 解 性酵 素
(大腸菌 由来L一アスパ ラギナーゼおよび牛肝 臓由来 ナルギナーゼ)と 比較 した。 マウス由来 の4種 の培 養
癌細胞株(肝 癌細胞MH134,肉腫細胞S-180,大腸癌細胞Colon26,白血 病細 胞L1210)を用 いて上記
の ア ミノ酸分解性酵素 の 読 碗roに おけ る増殖阻害活性 を比 較 した結 果,ADは いずれ の癌細 胞 に対 し
て も最 も強い増殖 阻害活性 を示 した。 また,L一アスパ ラギナーゼは白血病細 胞L1210に対 して はADと
ほぼ同等 の強 い増殖 阻害活性 を示 し,ア ルギ ナー ゼ は全 て の癌 細胞 に対 して弱 い増殖 阻害 活性(IC、。>
100ng/ml)しか示 さなか った。
更 に,ADの 酵素源で あるマイコ1プラズマの種差 によ りADの 抗腫瘍活性 に差異が認 め られ るか検討 す
るため,ル秒copZαs肌α んo肌謝8お よび1晦copZαsπLααrg認η`からそれ ぞれADを 精 製 し,肝 癌細 胞
MH134に対す る 加 読roの 増殖阻害活性を比較 した。そ の結果,両 酵素 と も用量依存的 に癌細 胞 の増 殖
を 阻害 した が,Mαrg`η`η`由来ADのIC5。(50%阻 害 濃度)は 約10ng/mlであ った の に対 し,
ルf.んo而π`s由来ADのIC,。は約100ng/mlであ った。 この原因 を検討 した結 果,両 酵素 の至適pHの 差
異 が増殖 阻害活性 の強 さに大 き く影 響 してい る こ とが解 った。 す なわ ち,pH7.4の生 理 的条 件 下 で は
Mんo配厩s由 来ADは,Mαrg謝 π`由来ADの1割 強 の酵素 活 性(前 者 は3.9units/mgprotein,後
者 は29.9uni七s/mgprotein)しか示 さず,培 養液 中でのアルギニ ン分解能 は弱 い ことが明 らか になった。
以上 の 加 びあroにおける増殖阻害活性 の検討結果か ら,.M,αrg翻鷹 由来 のADは,他 の ア ミノ酸分 解
性酵素 よ りも強 い抗腫瘍活性 を有す る ことが明 らか にな った。 な お,以 降 の文章 にお いて単 にADと 記
載 した場合 はM.αrg認痂 由来 のADを 指す こととす る。
第4章 増殖阻害の作用機構
ADの 加 砒roに お ける増殖阻害 の作用機構 を検討 す るため,ア ル ギ ニ ン,シ トル リ・ンお よ びア ンモ
ニアが細胞増殖 に及 ぼす影響を検討 した。 まず,1mMの シ トル リンまたはア ンモニアを単独 でマ ウス肝
癌細胞MH134お よびマウス線維芽肉腫細 胞MethAの 培養液 に療 加 した結 果,.い ず れ の物 質 も癌 細胞
の増殖 に影響 を及ぼ さない ことが解 った。次 に,20ng/mlのAD存在下 にアル ギ ニ ンを添加 す ると,ア
ルギ ニ ンの添加濃度依存的 にADの 増殖阻害活 性 は弱 ま り,4mMの アルギ ニ ン添加 に よ りADの 増殖
阻害活性 はほぼ完全 に消失 した。以上 の結果 か ら,ADの 細胞増殖阻害 の作用機構 はアルギ ニ ンの枯 渇 で
あ り,ア ルギ ニ ンの代謝 産物 であ るシ トル リンや ア ンモニアは関与 して いないことが明 らか にな った。
近年,・ポ リア ミンが癌 細胞 の増殖 お よび分化 にお いて重要な役 割を果 た して いるとい う報告が多数 な さ
れ,ポ リァ ミンの生合成 を阻害 す る物 質が新 しい種 類の制 癌剤 にな りうると期待 されて いる。 ポ リア ミン
生合成 の出発物質 はオルニチ ンであ り,こ のオルニチ ンは尿素 サイ クルにおいて アルギ ナーゼ によ りアル
ギニ ンか ら生成 されてい る。従 って,ア ルギニ ン分解 性酵素 で あ るADは オル ニチ ンの生成 を 阻害 す る
ため,そ の結果 と して ポ リア ミンの生 合成 を も阻害 して癌細胞 の増殖 を阻害 して いる可能性が ある。 そ こ
で,オ ルニチ ン添加 がADの 増殖 阻害活 性に及 ぼす影響 を上述 の癌 細胞 を用 いて検討 した。 その結 果,
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オルニチンは単独の添加では癌細胞の増殖に影響を及ぼさないが,20ng/mlのAD存在下 に2-4mMの
オルニチンを添加すると,オルニチンの添加濃度依存的にADの 増殖阻害活性が有意 に弱まることが明
らかになった。すなわち,ADの 増殖阻害の作用機構にポ リア ミン生合成の阻害が一部関与 していること
が示唆された。
第5章 玩 ぬoに お ける抗腫瘍活性
`η伽oに おけ るADの 抗腫瘍活性 を評価 す るため,ADを 担癌 マ ウスの腹腔 内 に投 与 した場 合 の延 命
効果を検 討 した。 白血病細胞L1210,悪性黒色腫細 胞B16,線維芽 肉腫細胞MethA,大 腸癌細胞Colon
26,肉腫 細胞S-180および肝癌細胞MH134を マ ウス腹腔 内に移植 し,そ の翌 日か ら1日1回,14日 間,
0.2mg(約10mg/kg)のADをマ ウス腹腔 内 に投与 した。 その結果,AD・は全て の腫 瘍 モ デル に対 して
延命効果 を示 した。 特 にColon26およびS-180を移植 した担癌 マウスに対 して は約2倍 の延命 効果 を示
し,MH134を移植 した担癌 マウスにおいては全例 とも癌 は完治 した。
次 に,ADを 静脈内投与 した場合 の抗腫瘍活性 を評 価 す るた め,腹 腔 内投与 で著 効 を示 した肝癌 細胞
MH134を移植 した担癌 マウスを用 いて延命効果 を検討 した。2,10および50mg/㎏のADを 静 脈 内 に単
回投与 した結果,ADは 用量依存的 に延命効果 を示 し,10mg/㎏の投与 で6例 中1例,50mg/㎏ の投 与
で6例 中3例 において癌 は完治 した。 また,0.2,'1.0および5.Omg/kgのADを1日1回,10日 間,静 脈
内に反復投与 した場合 も,ADは 用量依存的 に延命効果 を示 し,1.Omg/㎏の反復 投 与 で10例 中、6例,
5.Omg/kgの反 復投与で10例 中8例 において癌 は完治 した。
また,ADの 安全 性を評価す るため,正 常 マウスを用 いて2週 間反復静脈 内投与 によるADの 亜急性 毒
性試験 を実施 した。 その結果,マ ウス におけ る無影響量 は約10mg/㎏と推定 ざれ,静 脈 内反 復投 与 に よ
る最小有効量 であ る約0.2mg/kgを約50倍 上 回 った ことか ら,ADは 安 全性 が高 い制 癌剤 と して期待 さ
れた。
第6章 遺伝子組換え大腸菌 による生産
ADを114.αrg`π漉 の菌体 抽出液 か ら精 製す る場合,培 養液14当 た り約10mgのADし か得 られない。
また,マ イ コプ ラズマの培養 には高価 な動物血清 を必要 と しr培 養管理 も煩雑 である。 そ こで,遺 伝子 組
換え法 による大腸菌で のADの 生産 を検討 した。 まず,1匠α㎎`η`π`から精 製 したADのN末 端 ア ミノ酸
配 列を もとに,DNAプ ローブを合成 し,AD遺 伝子 の クローニ ングを行 った。 そ の結 果,AD遺 伝 子 ほ
通 常 ス トップコ ドンと して使用 され るTGAコ ドンを トリプ トファンコ ドンとして使 用 して お り,410個
の ア ミノ酸か らなるポ リペプチ ドを コー ドしていた。 ただ し,ADの 成熟 タ ンパ クは,開 始 メチ オニ ンが
除かれた409個のア ミノ酸(分 子量 は46,375)からな ると推定 され た。 な お,天 然型ADの 分 子量 を ゲ
ル濾過HPLCに よ り求め ると約90kDaで あ ることか ら,ADは 二量体 として酵素活性 を発現 してい ると
考 え られた。
大腸菌 でADを 発現 させ るため に,AD遺 伝子 に存在 す る5ケ 所 の トリプ トフ ァ ンコ ドンTGA(通 常
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ス トップコ ドンと して使用)を 普遍 的 トリプ トファ ンコ ドンTGGに 変換 し,大 腸菌 のtacプロモー ター
の下流 に連結 し,AD発 現 ベ クターpADTc1を構築 した。 これを大腸菌JM101株に導 入 した結 果,AD
は菌体内 に不活性穎粒(封 入体)と して大量 に生産 された。容量54の 発酵槽 を用 いて この組換 え大 腸菌
を培養 した結果,ADの 発現量 は全菌体 タ ンパ ク質 の約20%に達 し,培 養液14当 た り約400mgのAD
が発現 した。次 に,組 換 え大腸菌 の菌体破砕液 か ら不活性穎粒 として発現 されたADを 回 収 し,可 溶 化,
活 性回復(Refolding)およびカ ラム クロマ トによ る精 製操 作 を経 て,最 終 的 に培養 液14当 た り約70
mgの 精製ADを 得 た。
組み換 え型ADは,分 子量,ア ミノ酸組成 およびN末 端 ア ミノ酸配列 が天然型ADと 完全 に一 致 し,
開始 メチオニ ンは除去 されて いることが確認 された。 また,組 み換 え型ADは,酵 素活 性,加 臨roお
よび 玩 ぬoに おけ る抗腫瘍活性 につ いて も天然型ADと 同等 であ った。
第7章 化学修飾 による血 中安定性 の向上
近年,ポ リエチ レング リコール(PEG)等 の高分子化合物 を用 いた タ ンパ ク質 の化学 修飾 が,酵 素 な
ど不安定 な タ ンパ ク質 の血 中安定性 を向上 させ るのに有効 であ ると報告 されてい る。 これ は,タ ンパ ク質
に共有結合 した多数 の高分子化合物 が,タ ンパ ク質 の周囲 を覆 い隠 し,血 中 に存在 す るプ ロテアーゼが タ
ンパ ク質 に接近 で きな くな るため と考 え られてい る。ADの マウスにお ける血中半減期 は約4時 間であ り,
酵素 と して は比較 的安定 な方 であるが,も し血 中半減期 を更 に延長で きれば制癌剤 としての効力 は増大 す
ると期待 され る。 そ こで,PEGを 用 いてADの 化学修飾を行 い,ADの 血 中安定 性 の向上 が可 能 で あ る
か検討 した。
2分子 のモ ノメ トキシPEG(平 均分子量5,000)と1分子 の塩 化 シアヌルの共重合体 を使 って,ADの
化学 修飾体(PEG-AD)を調製 した。 ゲル濾過HPLC分 析 の結果,PEG-ADの平均分子 量 は約400kDa
であ った。 また,PEG-ADに残存す るア ミノ基 を定量 した結 果,PEGに よ るア ミノ基 の修飾 率 は51%
であ ることが解 った。 また,PEG-ADはNative-ADの57%の酵素活 性 を保持 し,弟 漉roに お ける増
殖 阻害 活性 を肝 癌細 胞MH134を 用 いて 測定 した結果,PEG-ADのIC,。は9ngProtein/皿1であ り,
Native-ADの8n含protein/皿1とほぼ同等 の増殖阻害活 陸を有 す ることが明 らか にな った。
また,PEG-ADの血中安定性 を検 討 す るた め,正 常 マ ウスの静 脈 内 に5unitsのNative-ADまた は
PEG-ADを投与 し,血 中 アルギニ ン濃度 の経時変化を調べ た。その結果,Native-ADを投与 した場合は,
投与 直後 か ら3日 後 まで アルギニ ンは血 中か ら完全 に消失 したが,8日 後 には正常値 に回復 した。 一 方,
PEG-ADを投与 した場合 は,投 与直後か ら8日 後 まで アルギ ニ ンは血中か ら完全 に消失 し,15日後 にお
いて も正常値 の37%まで回復 したに過 ぎなか った。以上 の結果か ら,ポ'リエチ レング リコール を使 った
化学修飾 によ りADの 血 中安 定性 は有意 に向上 す ることが明 らかにな った。
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審 査 結 果 の 要 旨
本研究 は,癌細胞の増殖に必須なL一アルギニンを分解する酵素アルギニンデア ミナーゼ(AD)が抗腫
瘍活性を持っことを調べ,そ の作用機構を明 らかにしたのち,その大量生産法と制癌剤として利用するた
めに必要な性質の検討を行 った。
まず本研究の発端は,ラ ットの悪性形質転換細胞であるRSV-BRLの培養上清中に存在する癌細胞増
殖抑制因子が,癌細胞に感染 していたマイコプラズマ由来のADで あることを示 した ことか ら始まる。一
ADの抗腫瘍活性は,酵素源として利用するマイコプラズマの種類により異なるが,種 々検討 したところ,
Mycoplasmaargininiに由来するADの 活性が最 も強 く,肝癌細胞MH134に対 しては10ng/皿1の濃度
で増殖が約50%阻害された。
次にADに よる癌細胞増殖阻害の作用機構を調べたところ,ア ルギニ ンの添加 によって濃度依存 的に
増殖阻害活性が抑制されることにより,増殖阻害 は癌細胞中のアルギニ ンの枯渇によることが示唆された。
さらにアルギニンを経由して生成するオルニチンから導かれるポ リア ミンの減少 も増殖阻害に一部関与 し
ていることを示 した。
ADを担癌マウスの腹腔内に投与 してその抗腫瘍効果を検討 したところ,白血病細胞L1210,悪性黒色
細胞B16,線維芽肉腫細胞MethA,大腸癌細胞Colon26,肉腫細胞S-180及び肝癌細胞MH134のいず
れに対 しても顕著な延命効果を示 した。最 も効果のあるMH134に対す る延命効果 は用量依存的であり,
50mg/㎏の単回投与で完治する動物が約50%に達 した。また反復投与すると,1mg/㎏10日間の投与 に
よって10例中6例が完治 した。ADに 亜急性毒性試験による無影響量 は約10mg/㎏と推定され,安 全性
も十分高い。
制癌剤 として使用す るためには大量のADが 必要であるため,遺 伝子組換 えを利用す る生産を検討 し
た。すなわちM.argininiから精製 したADの 末端ア ミノ酸配列からDNAプ ローブを合成 してAD遺 伝
子をクローニングし,これを大腸菌で発現 させ ると,最 終的には培養液1彦 当たり約70mgの精製AD
が得 られた。 この組換え型ADは,分 子量,ア ミノ酸組成などが天然型 と完全に一致 した。
一般に異種タンパク質の血中半減期 は短 く,制癌剤 として利用するためには,半減期を延長させること
ノ
が必要である。そこでADと ポ リェチレングリコール(PEG)との縮合体を合成 し,そ の増殖阻害活性
と血中半減期を測定 した。その結果,PEG修飾体の阻害活性は未修飾体 と変わ らず,そ の半減期のみが
著 しく延長 していた。
以上本研究 は,新規な制癌効果を持っADを 開発 して作用機構を明 らか にし,遺 伝子操作によって量
産を可能とし,体内動態を改善するための修飾法を工夫するなど,臨床的な応用への途を開いたものであ
り,本論文 は博士(薬 学)の 学位論文として合格 と認める。
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